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Nederlandse samenvatt i  n g
Dit  proefschri f t  probeert  een totaal beeld te geven van een molecuul,  CD45, en
beschri j f t  de opbouw, expressie en funct ie van CD45 en daaraan gekoppeld het
effect dat ant i l ichamen tegen CD45 in een aantal  processen hebben.
"Leukocyte Common Ant igen" (CD45) is een famil ie van eiwit ten die op al le
cel len met een kern in het bloed, beenmerg en lymfoïde organen gevonden worden.
Het is een glycoproteine -een eiwit  met veel suikergroepen- met een molecuul
gewicht van rond de 200 kDa. Met ongeveer een mil joen van dergel i jke moleculen
per lymfocyt bedekt het '10% van het cel  oppervlak. Er zi jn 4 verschi l lende molecuul
gewichten gevonden van 180, 190, 205 en 220 kDa en die bleken afkomstig van 6
verschillende isovormen. Allemaal zijn ze afkomstig van hetzelfde gen maat ze
ontstaan door 3 verschi l lende coderende stukjes mRNA (exonen) var iabel te
gebruiken. De 3 exonen heten A, B en C en leiden tot eiwit ten als ABC (220 kDa),
AB, BC (205 kDa), B, C (190 kDa) en als al le 3 exonen niet gebruikt  worden de
isovorm O (180 kDa). Verschi l lende isovormen kunnen naast elkaar op dezelfde cel
voorKomen.
Monoklonale ant i l ichamen die met al le 6 isovormen reageren heten CD45.
Ant i l ichamen die met A reageren (ABC, AB) heten CD4SRA, met B (ABC, AB, BC, B)
CD4SRB, en met C (ABC, BC,C) CD45RC. Als geen van de exonen gebruikt  wordt
ontstaat een uniek stukje eiwit  en ant i l ichamen die daarmee reageren heten
CD45RO. Op de verschi l lende isovormen komen soms ook unieke suikergroepen
voor.  MT3, een ant i l ichaam dat met een suikergroep aan B reageert ,  reageert  al leen
met de isovormen AB en B maar niet met ABC en BC. De suikergroep waarmee MT3
reageert  is dus specif iek voor de AB en B isovormen (hoofdstuk 2).
Het intracel lulaire gedeelte van CD45 bevat 2 homologe proteïne tyrosine
fosfatases (PTPases).  PTPases zi jn enzymen die eiwit ten kunnen defosforyleren,
een belangri jke stap in de act ivat ie en inact ivat ie van signaaleiwit ten. Het CD45
PTPase speelt  een belangri jke rol  in al ler lei  s ignaaltransduct ieprocessen, waarvan
met name de T-celact ivat ie ui tgebreid onderzocht is.  Daar staat CD45 aan het begin
"^^ r^ ^^^^^r^ "-r  Drocessen die in werkino treedt na st imuiat ie via het T-v d t t  u E  u d J U d u E  v d l I  P t u u g J - E t I  u t g  l t  _
celreceptorcomplex. Met behulp van CD45 def ic iënte cel l i jnen en knock-out muizen
is de funct ie van CD45 duidel i jker geworden, met name de rol  van het intracel lulaire
PTPase. CD45 speelt  in T-cel len een rol  in de ontwikkel ing en di f ferent iat ie n/of
select ie.  In knock-out muizen worden geen ontwikkelde l ' -cel len gevonden. Maar ook
in act ivat ie n specif ieke funct ies als cytotoxici tei t  speelt  CD45 een rol ,  aangezien in
CD45-def ic iënte cel len dergel i jke processen iet  funct ioneren. B cel len zonder CD45
komen normaal tot  ontwikkel ing maar kunnen niet geact iveerd worden.
Een specif ieke recepior of l igand voor CD45 is nog steeds niet gevonden,
maar er is een hele reeks van moleculen die met CD45 geassocieerd gevonden zi jn.
De meeste van die moleculen associëren met CD45 door de 'plakkerigheid'  van de
vele suikergroepen. Interact ies met moleculen tussen verschi l lende cel len maar ook
tussen verschi l lende nroleculen oo dezelfde cel  komen voor.
De verschi l lende isovormen en suikergroepen zorgen er voor dat we met
behulp van ant i-CD45 ant i l ichamen onderscheid kunnen maken tussen cel len met
verschi l lende funct ies. Op B cel len is dat vooral  door de suikergroepen en op T-
cel len door de isovormen.
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We hebben 3 nieuwe ant i l ichamen geproduceerd tegen CD45RB (MT3, Mï4,
en MT5) en vergeleken met andere bekende CD4SRB reagent ia.  We hebben niet
al leen gekeken of deze nieuwe ant i l ichamen verschi l lend met verschi l lende groepen
cellen reageren, maar ook of ze effecten op de functie van die cellen hadden.
De ontwikkel ing en met name select ie van T-cel len vindt plaats in de thymus.
De T-cellen in de medulla zijn CD45RA, RB en RC positief en in de cortex met name
CD4SRO en zwakker RB posit ief .  T-cel len in tonsi l ,  lymfkl ier en mi l t  z i jn al lemaal RB
posit ief  en gedeeltel i jk RA en RO. De CD45RA-cel len zi jn niet CD45RO-posit ief  n
omgekeerd. De T-cellen in het kiemcentrum zijn CD45RO positief (hoofdstuk 2).
T-cellen zoals we ze in het bloed vinden zijn ook CD45RA-positief of
CD45RO-positief. Het blijkt dat de CD45RA-positieve cellen de jonge, naïeve T-
cel len zi jn,  en CD45RO-posit ieve d  r i jpe T-cel len zi jn.  De expressie van CD45RB is
te verdelen in zwak en sterk posit ieve cel len. Het is gebleken dat de T-helper
celpopulat ie (de CD4-posit ieve cel len) naar aanleiding van hun funct ie in 3 groepen
kan worden opgedeeld. We kunnen die groepen met behulp van CD45 ook
onderscheiden. De ThO populat ie,  onr i jpe cel len die nog Th1 oÍfh2 kunnen worden,
is CD45RA-positief en heeft een sterke CD45RB expressie. De Th1 cellen, cellen die
helpen bi j  de afweer die door cel len geregeld wordt (de cel lulaire immuun react ie),
zijn CD45RO-positief en brengen CD45RB sterk tot expressie. Th2 cellen, cellen die
voor de afweer met behulp van ant i l ichamen zorgen (de humorale immuun react ie),
zijn CD45RO-positief en hebben een zwakke expressie van CD45RB. Als de cellen
met behulp van die CD45 expressie gesorteerd en gestimuleerd worden, gaan ze
inderdaad de bijbehorende groeifactoren (cytokines) maken. De ThO cellen hebben
ongeveer alle mogelijke isovormen van CD45 op hun membraan (ABC, AB, BC en
B), en de Th1 en Th2 cel len al leen de O- en B-isovormen. De Th2-populat ie heeft
meer O en minder B, waardoor het verschil tussen RB sterk en zwak ontstaat
(hoofdstuk 4). CDB-positieve cellen (suppressor/cytotoxische cellen) zijn ook
CD45RA- of RO- posit ief ,  maar eigenl i jk al lemaal sterk voor RB. Het bl i jkt  dat
CD45RO-positieve cellen de cytotoxische cellen zijn, terwijl de CD45RA-positieve
cel len de suppressor cel len zi jn.  Natural  k i l ler cel len zi jn CD45RA-posit ief  (dus RO-
negatief) en brengen CD45RB sterk tot expressie (hoofdstuk 3 en 4).
Door de vele suikergroepen is CD45 relatief ongevoelig voor eiwitknippende
enzymen (proteasen).  Al leen in het B-gedeelte hebben we een knipplaats gevonden.
Door de specificiteit van het protease dat maar achter 2 verschillende aminozuren
(eiwitbouwstenen) kan knippen is de knipplaats in B precies aan te wijzen.
Vervolgens is dan na te gaan binnen exon B waar de verschi l lende ant i l ichamen met
B reageren (hoofdstuk 4).
Er was in de l i teratuur al  bekend dat ant i l ichamen tegen CD45 zelf  ook
effecten kunnen hebben op processen in de cel en tussen cellen onderling. We
hebben een reeks van antilichamen getest op hun vermogen om cellijnen te kunnen
doen samenklonteren (aggregat ie).  Verschi l lende RB-ant i l ichamen (MT3, MT4, MTs)
werken via verschillende mechanismen en ook dat is nog celli jn-afhankelijk. In een
van de T-cel l i jnen (Jurkat) kunnen MT3, MT4 en MTS cel len laten aggregeren. Met
MT3 en MTS is daar calcium voor nodig en gaat dat gepaard rnet de fosforylering van
intracellulaire iwitten (hoofdstuk 4).
Antilichamen tegen CD45 hebben ook een effect op T-celactivatie n dat kun
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remmen dat proces meestal ,  maar er is ook een ant i l ichaam dat juist  st imuleert .
Ant i l ichamen die met CD4SRB en RO reageren hebben vooral  een remmende
werking (hoofdstuk 4 en 5).  Een andere manier om naar dat remmend effect te ki jken
is door de product ie van groeifactoren te meten. Sommige van die groeifactoren, met
name de groerfactoren die door de Th1 cel len gemaakt worden ( inter leukine 2 ( lL-2)
en interferon-y ( lFN-y),  worden met CD45RB-ant i l ichamen gehalveerd, en met
UCHLl (CD45RO) en cyclosporine (een van de medici jnen die transplantat ie
pat iënten moeten gebruiken) vr i jwel niet  meer gemaakt.  lnter leukine 10 ( lL-10),  een
groeifactor die ook door Th2 cel len gemaakt wordt,  wordt door CD4SRB en RO niet
geremd. Er is dus vooral  een effect op de Th1 cel len. We hebben ook naar de
hoeveelheden mRNA voor die cytokines gekeken. Wat daar met name opvalt ,  is dat
er waarschi jnl i jk maar weinig cel len zi jn die deze groeifactoren maken, omdat er
maar relat ief  weinig mRNA-moleculen gevonden worden.
Incubat ie van cel len met CD45RB heeft  als gevolg dat de CD45RB expressie
van sterk naar zwak verschuift. Dit kan door een protease gebeuren dat geactiveerd
wordt door de incubat ie met CD45RB. Het is bekend dat ant i l ichamen tegen CD45
een protease kunnen act iveren dat L-select ine, en molecuul dat zorgt dat cel len op
de juiste plaats terecht komen, knipt.  De cel len worden naast CD45RB zwak ook
CD45RO-posit ief .  Het patroon op de cel verschuif t  dan dus van onri jp en Th1 naar
Th2.
Wanneer een ant i l ichaam tegen CD4SRB in muizen wordt ingespoten bl i jkt  dat
de aantal len cel len in het bloed sterk naar beneden gaan, en dat na stoppen van de
behandel ing die aantal len weer langzamerhand omhoog gaan. In het bloed zi jn dan
vooral  de CD45RB-sterke cel len verdwenen en de CD4SRB-zwakke cel len nog
aanwezig. Aangezien vooral  de onri jpe en de Th1 cel len CD4SRB-sterk zi jn,  is dus
in de muizen ook het effect vooralop de Th1 (en onri jpe) cel len (hoofdstuk 4).
Op grond van de ini t ië le resultaten zi jn een aantal  jaren geleden ant i l ichamen
tegen CD45RB getest in transplantat iemodel len. In transplantat ie s het belangri jk om
de Th1-react ie te stoppen omdat met name deze de afstot ing van organen (reject ie)
veroorzaakt.  In de muis werkt een van de CD45RB-ant i l ichamen inderdaad, en kan
reject ie voorkomen worden, maar een ander ant i l ichaam werkt niet .  Een van de
verschi l len tussen beide ant i l ichamen is dat het werkende ant i l ichaam depleterend
werkt (het aantal  cel len in het bloed gaat omlaag),  en het niet-werkende niet.  De
overleving in een niertransplantat ie in muizen is met een kortdurende CD45RB
behandel ing ongeveer 60%. Inmiddels zi jn er ook transplantat ies van ei landjes
( insul ine producerende cel len ui t  de pancreas) gedaan in muizen, met suikerziekte
en behandeld met CD45RB. Ook in di t  model wordt reject ie voorkomen. Naast de
deplet ie van cel len met veel CD4SRB, zi jn ook de groeifactoren veranderd naar een
meer Th2-acht ige react ie.
In een ei landjes{ransplantat iemodel waarbi j  rat tenei landjes in een suikerzieke
muis getransplanteerd worden (xenotransplantat ie),  kan met CD45RB de overleving
ook ver lengd worden. Op dag 6 na transplantat ie zi jn dan in de onbehandelde
muizen de afstot ingsreact ies al op gang, de T-cel len zi jn het t ransplantaat
binnengedrongen, en de cytokines lL-2, IFN-y en lL-10 zi jn aanwezig. In de muizen
die met CD45RB behandeld zi jn worden op dag 6 nog geen T-cel len en cytokines
gevonden. In de onbehandelde muizen zi jn de bloedsuikerspiegels ongeveer 7
dagen normaal,  en dan worden de muizen weer diabeet.  In de behandelde muizen
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duurt  dat langer;  de eerste muizen worden na 17 dagen diabeet en een van de
muizen is al  langer dan 300 dagen gezond. Een heel ander type transplantat ie s de
transplantatie van beenmergcellen. De grootste zorg is dan de reactie van de
getransplanteerde cel len tegen het l ichaam van de ontvanger (graffversus-host
react ie).  In di t  model kunnen we de overleving met ant i l ichamen tegen CD4SRB
verbeteren van í 1oÁ zonder behandeling tot 33% met behandeling (hoofdstuk 6).
Hoe werken CD4SRB-antilichamen in transplantatie? Er zijn een paal
mogel i jkheden: (1) door de eiwit tyrosinefosfatase (PTPase),  (2) door de deplet ie van
specif ieke T-cel len samen met de veranderingen van CD4SRB op de celmembraan
waardoor de cellen van functie veranderen, of (3) door het blokkeren van interacties
tussen cel len. Onze hypothese is dat de deplet ie van de Th1 en cytotoxische cel len
de belangrijkste factor is. Door de Th1 cellen tijdelijk te verwijderen zijn ook de Th1
cytokines lL-2 en IFN-y niet aanwezig en kr i jgen Th2 cel len een kans om
bi jvoorbeeld lL-4 en lL-10 te produceren. Als dat het geval is,  kunnen die cytokines
de Th2 react ie als het ware op gang houden; als dan de ThO cel len terugkomen in
het transplantaat worden ze 'opgevoed' om Th2 cel len te worden. Het mi l ieu dat dan
ontstaat -  met name de aanwezigheid van lL-10 - is belangri jk voor het ontstaan van
andere immuunreact ies; bi jvoorbeeld een Th3-react ie,  waarvan bekend is dat die
door de product ie van TGF-B betrokken is bi j  de induct ie van orale tolerant ie.  Maar
ook een react ie door Tr1 cel len, cel len met een regulerende werking, die heel goed
betrokken kunnen zijn bij de inductie van tolerantie.
In de toekomst wi l len we graag CD45RB ant i l ichamen in de kl in iek gaan
gebruiken. Daarvoor moeten humane of gehumaniseerde ant i l ichamen gemaakt en
getest worden. Er is tegenwoordig al  een aantal  gehumaniseerde ant i l ichamen tegen
andere, bi j  z iekte betrokken, moleculen met succes in de kl in iek in gebruik.
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